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Введение. Микроядра - это ядерные структуры, ко-
торые впервые были обнаружены в эритроцитах. Они
имеют ядерное (хроматиновое) происхождение и пред-
ставляют собой обычно небольшие образования округ-
лой формы, окрашиваются в тон хроматина. Мелкие
микроядра состоят из ацентрических фрагментов хро-
мосом, что было продемонстрировано с помощью из-
мерения содержания ДНК [3]. Средние и крупные мик-
роядра могут быть образованы из цельной хромосо-
мы в результате нерасхождения хромосом, вызванно-
го дефектами веретена деления под влиянием веществ,
влияющих на него. Применение микроядерного теста
позволяет дифференцировать кластогенные (образо-
вание мелких микроядер из фрагментов хромосом) и
анеугенные (образование средних и крупных микро-
ядер из одиночных хромосом) нарушения в сомати-
ческих клетках под воздействием негативных факто-
ров окружающей среды [5].
Микроядерный тест использовался В.Я. Бекишем для
определения мутагенного влияния метаболитов гель-
минтов на соматические и генеративные клетки хозяи-
на [1]. Было установлено, что Trichinella spiralis, Ascaris
suum, Toxocara canis, Hymenolepis nana и их метаболи-
ты обладают мутагенным воздействием на клетки кост-
ного мозга и семенников мышей самцов линии СВА.
Однако до сих пор микроядерный тест не применяется
при изучении кластогенных и анеугенных нарушений в
эмбриональных клетках.
Цель. Разработать новые подходы и модифици-
ровать метод микроядерного анализа для клеток эм-
брионов.
Материал и методы. За основу исследования воз-
можных кластогенных и анеугенных нарушений нами
был взят метод микроядерного анализа, разработанный
нами ранее [2]. Исследование проведено на 20 самках и
10 самцах белых беспородных мышей. Скрещивание
проводилось в соотношении 2 самки к 1 самцу на протя-
жении 24 часов. Беременность самок определяли по на-
личию сперматозоидов в мазке из влагалища. Беремен-
ные самки были разделены на контрольную и опытную
группы. Контрольной группе животных вводили внут-
рижелудочно 0,2 мл крахмального геля, а подопытных
самок заражали инвазионной культурой T. spiralis в дозе
20 личинок на 1 г массы тела животного в 1-ый день
беременности.  Далее животные содержались в условиях
вивария в течение 14 дней. На 14 день всех самок мышей
умерщвляли путем декапитации, выделяли матку с эмб-
рионами. От каждого животного брали по 2 жизнеспо-
собных эмбриона и помещали в заранее пронумерован-
ные чашки Петри. Образцы измельчали посредством
гомогенизатора Поттера  до получения однородной
массы. К полученным суспензиям добавляли по 5 мл сре-
ды RPMI-1640 (pH=7,2) и переносили в первый ряд про-
бирок с V=10 мл соответственно нумерации для осажде-
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ния крупных частиц. Далее верхний слой гомогенной
массы без крупных фрагментов помещали во 2-й ряд
пробирок соответственно нумерации и доводили объем
до 5 мл с помощью среды RPMI-1640. Путем десятими-
нутного центрифугирования при 1100 об/мин и темпе-
ратуре 8 С0 производили отмывку гомогената. После
первой отмывки супернатант удаляли полностью, добав-
ляли по 5 мл среды RPMI-1640 (pH=7,2) в каждую про-
бирку и ресуспензировали осадок. Далее проводили вто-
рое центрифугирование. После окончания 2-го цент-
рифугирования оставляли в пробирке 0,5 мл получен-
ной взвеси, которую тщательно перемешивали. Затем с
помощью вариопипетки на пронумерованные предмет-
ные стекла наносили 20 мкл суспензии и делали мазок с
использованием стекла со сточенным под углом краем.
Препараты высушивали в стандартных условиях лабо-
ратории.
Для фиксации препаратов использовали раствор
Мая-Грюнвальда, полученного путем разведения 1 г су-
хого красителя эозинметиленового синего в 1000 мл эти-
лового спирта. Сухие нефиксированные мазки помеща-
ли в кювету с раствором Мая-Грюнвальда на 2 минуты.
После чего контейнер с мазками ополаскивали в кювете
с дистиллированной водой в течение 1 минуты.
Окраску фиксированных микропрепаратов произ-
водили по Паппенгейму. Для этого готовили краситель
для окраски мазков по Нохту путем растворения основ-
ного раствора азура II : 1 г в 1000 мл дистиллированной
воды. Далее оставляли на 12 дней в посуде из темного
стекла, после чего использовали. Основной раствор
эозина калия готовили путем разведения 1 г краски в
1000 мл дистиллированной воды и хранили в течение
12 дней в посуде из темного стекла до готовности. Фос-
фатный буфер (смесь Вейзе) рН 7,4-7,5 получали по-
средством смешивания 0,49 г калия фосфата одноза-
мещенного безводного (КН2РО4) и 0,909 г натрия фос-
фата двузамещенного безводного (Na
2
HPO
4
) в 1000 мл
дистиллированной воды [4]. Непосредственно перед
окраской препаратов готовили рабочий раствор азур-
эозина, смешивая 20 мл основного раствора азура II,
20 мл основного раствора эозина калия и 60 мл буфер-
ного раствора. Далее помещали контейнер с мазками
в кювету с азур-эозиновой краской по Нохту на 5 ми-
нут. Затем полученные микропрепараты  промывали
в дистиллированной воде  и высушивали в течение 24
часов при комнатной температуре.
Результаты и обсуждение. Полученные микропре-
параты анализировали на микроскопе Leica DM 750 (при
увеличении 1000 х). На каждом микропрепарате про-
считывалось по 200 клеток с целыми оболочками на ста-
дии интерфазы. Отмечалось хорошее окрашивание ци-
топлазмы клеток в светло-голубой цвет с темными яд-
рами в центре. Микроядра окрашивались в темно-си-
ний цвет и располагались на периферии цитоплазмы или
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около ядра. У животных опытной группы наблюдалось
достоверное увеличение количество микроядросодер-
жащих клеток по сравнению с контрольной.
Таким образом, можно заключить, что метод опре-
деления микроядер в соматических клетках, предложен-
ный В.Я. Бекишем и В.В. Побяржиным можно считать
адаптированным для эмбриональных клеток.
Выводы.
Применение микроядерного теста для эмбриональ-
ных клеток будет способствовать установлению возмож-
ных кластогенного и анеугенного воздействий факто-
ров среды на беременных самок и благоприятствовать
разработке подходов к защите их генома.
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Ln = G,
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